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 また hemX, Y 遺伝子の機能について調べるために、hemY 遺伝子、または hemX, 
Y 遺伝子を欠失させた株について調べたが、表現型はわからなかった。そこで他
の一連のヘム合成関連遺伝子との高温感受性二重、三重、または四重変異株に









































Genetic analysis on the heme biosynthesis in Escherichia coli 
 
       Misaki Ishikawa 
 
   In our laboratory, a project for reconstitution of bacteriochlorophyll a 
biosynthesis is in progress as a step to reconstitute the photosynthesis 
reactions of photosynthetic bacteria in Escherichia coli. The synthesis of 
bacteriochlorophyll a has not been observed although an intermediate, 
chlorophyllide a, was detected. Bacteriochlorophyll a is synthesized via 
protoporphyrin IX, which is the precursor of heme biosynthesis in E. coli. 
Heme is a prosthetic group of the proteins, which is essential for several 
cellular functions such as electronic transport in respiration. 
   For reconstitution of bacteriochlorophyll a synthesis, it is necessary to 
increase protoporphyrin Ⅸ production. However, we have not enough 
knowledge about heme biosynthesis pathway. For example, we do not know 
which hem genes should be over-expressed. And there are uncharacterized 
genes, hemX and hemY, in the hem operon and these genes may affect 
protoporphyrin Ⅸ production. Therefore, I studied the heme biosynthesis 
pathway of E. coli. 
First, I analyzed the intermediates of the heme biosynthesis pathway of 
several strains, which over-expressed hem genes. The increased 
accumulation of protoporphyrin IX was observed in the strains having 
over-expressed hemF and/or hemN genes, but not in the strains having 
over-expressed hemB, hemC, and hemD, or hemB, hemC, hemD, and hemE 
genes. These results suggested that the hemF and hemN genes are 
rate-limiting step in the heme biosynthesis pathway. 
Next, I studied the function of the hemX and hemY genes. First I 
examined cell growth and intermediates of the heme biosynthesis of the 
hemY or hemX hemY deletion mutants, but I did not identify their 
phenotype. Then, I examined those intermediates of temperature-sensitive 
multiple depletion mutants of hem genes. The results indicated that an 
uroporphyrin-related material was accumulated in the hemE depletion 
strains and that the accumulation of this uroporphyrin-related material was 
reduced in the hemY hemE and hemX hemY hemE depletion strains. 
   In this study, I found a key step of the heme biosynthesis pathway for 
increased production of protoporphyrin IX. And I found the phenotype of 
hemX hemY and hemY mutants and further analyses will clarify the 
functions of the hemX and hemY genes. These results will contribute 













































② hemX, hemY遺伝子の機能解析 
(1) hemX, hemY欠失株の生育と菌体内のヘム合成中間体 
(2) hemB, hemE または hemG高温感受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失
株の菌体内のヘム合成中間体 






































成されている。大腸菌のヘム合成に関連する遺伝子は、現在までに 12 個（hemA, hemL, 
hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemG, hemH, hemX, hemY）知られており(1)(2) 、




Fig. 1-1 ヘム及びヘム関連物質の合成経路 
 赤線で囲まれた反応経路がヘム合成経路である。赤矢印で示した hemX, hemY を除く 10 個の遺伝子
（hemA, hemL, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemG, hemH, hemX, hemY）については機能が明ら
かになっている。 
 
  卒業研究では、ヘム合成中間体である 5-aminolevulinate（ALA）を添加した培地中で、
hemA, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemNを過剰発現させた株を培養することによ
り、ProtoporphyrinⅨの増産に成功した。 
 
 しかしどの遺伝子の過剰発現が最も Protoporphyrin Ⅸの増産に効果的であったのか、に
ついてはわからなかった。 
 
 また、hem遺伝子は上述のように 12個あるが、まだ hemX, hemY遺伝子の機能がわか
っていなかった。hemX, hemY遺伝子は hemC, hemD遺伝子と同じオペロン内に存在する
遺伝子で、上流から hemC, hemD, hemX, hemYの順番に並んでいる（Fig. 1-2）。 
 
 
Fig. 1-2  hemC, hemD, hemX, hemYオペロン(EcoCycより引用)  





























それらの株を 37℃で 18時間、暗条件下で培養したものを前培養として、さらに 37℃で 24
時間、暗条件下で培養した時の菌体について、ヘム合成中間体の量を HPLCで調べた。 
 
 まず hemB, hemC, hemD過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE過剰発現株, hemB, 
hemC, hemD, hemE, hemF過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemN過剰発
現株の 4株について調べた（Fig. 2）。 
 
 





 その結果、hemB, hemC, hemD過剰発現株、hemB, hemC, hemD, hemE過剰発現株で
は、過剰発現させていない株と比較して特に大きな変化は見られなかったが、hemB, hemC, 
hemD, hemE, hemF過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemN過剰発現株で
は、ProtoporphyrinⅨの蓄積量が増大することがわかった。また hemB, hemC, hemD, 
hemE, hemF, hemG過剰発現株についても調べたが、hemB, hemC, hemD, hemE, hemF
過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemN過剰発現株と比較して特に大きな
変化は見られなかった。 
 
 そこで次に他の過剰発現株、hemB, hemC, hemD, hemE, hemN 過剰発現株、hemB, 
hemC, hemD, hemN過剰発現株、hemN過剰発現株の３株について同様に調べた（Fig. 3） 
 
 






 その結果、3 株とも ProtoporphyrinⅨの蓄積量が増大することがわかり、最終的には 
hemN 遺伝子のみを過剰発現した株でも、他の 2 株に比べて蓄積量はやや少ないが、過剰
発現させていない株に比べると ProtoporphyrinⅨの蓄積量が増大することがわかった。 
 
 ② hemX, hemY遺伝子の機能解析 
 
(1) hemX, hemY欠失株の生育と菌体内のヘム合成中間体 
 




Fig. 4  hemX, hemY欠失株の表現型 
 上図：hemX+ hemY+株、hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失株を Antibiotic medium3寒天培地で
37℃、10時間および 18時間培養した時の生育。 
 下図：hemX+ hemY+株、hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失株について HPLCによりヘム合成中
間体の量を測定した結果。 
 
 その結果 hemX または hemY 遺伝子の欠失株では、これらの遺伝子を欠失していない株
と比べて、生育、ヘム合成中間体の量にほとんど差異は見られなかった。 
 (2) hemB, hemEまたは hemG高温感受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失株の
菌体内のヘム合成中間体 
 





存在下で、染色体上のその hem 遺伝子を欠失させた株で、低温では hem 遺伝子が相補さ
れているので正常に生育するが、高温では mini-F プラスミドが消失するためにその hem
遺伝子は欠失した状態になり、生育は著しく悪くなる。(Fig6A)  
 
 まず hemX, hemY遺伝子と同じオペロンの上流に存在する hemC, hemD以外の、hemB, 
hemEまたは hemG遺伝子の高温感受性欠失株、また hemFと hemN遺伝子の二重高温感
受性欠失株を作製し、高温での菌体内のヘム合成中間体について調べた（Fig. 5）。 
 




を検出できる HPLC の解析条件を採用したが、hemB 高温感受性欠失株ではピークがほと
んど見られないことから、ポルフィリン環を持つ中間体が合成されていないことが確認で
きた。また hemE高温感受性欠失株では Uroporphrinの蓄積が、hemF, hemN高温感受性
二重欠失株と hemG 高温感受性欠失株では Coproporphyrin の蓄積が予想通りに確認でき
た。 
 




 次に hemB, hemEまたは hemG高温感受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失株







Fig. 6  hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失変異と組み合わせた時の、hemB, hemEまたは hemG
高温感受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失株の表現型 
hemX+ hemY+株、hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失株、および hemB, hemEまたは hemG高温感
受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失株と、それらに hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失
変異を組み合わせた株について、Antibiotic medium3 寒天培地で 42℃、10 時間および 18 時間培養した
時の生育(A)と、HPLCによりヘム合成中間体の量を測定した結果(B)。 
 
 どの高温感受性欠失株も、hemX+ hemY+株、hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失株
に比べて生育が遅くなっていることが確認された。またそれらの高温感受性欠失株に hemX, 




 また HPLC による菌体内に蓄積しているヘム合成中間体の解析でも、生育と同様に、
hemB, hemEまたは hemG高温感受性欠失株、hemF, hemN高温感受性二重欠失株と、そ
れらに hemX, hemYまたは hemY遺伝子の欠失変異を組み合わせた株とで、顕著な差は見
られなかった（Fig. 6B）。 
 
 しかし HPLC での解析のためのサンプル調製時の途中の画分について、hemE 高温感受
性欠失株と hemE, hemYまたは hemE, hemX, hemY高温感受性欠失株の間で色の違いが
見られた（Fig. 7）。 
 
Fig. 7  hemE高温感受性欠失株と hemE, hemYまたは hemE, hemX, hemY高温感受性欠失株のHPLC
解析用サンプル調製時の途中の画分 





酢酸エチル層がピンク色であったが、hemE, hemYまたは hemE, hemX, hemY高温感受性
欠失株では酢酸エチル層のピンク色が薄く、また水層は黄色がかった色をしていた。また




て、ヘム合成中間体について HPLCにより調べた（Fig. 8）。 
 
 




 その結果、エチル層の Uroporphyrin（Fig. 7）より多量の Uroporphyrin が検出され、
さらに hemE高温感受性欠失株では、hemE, hemYまたは hemE, hemX, hemY高温感受








 卒業研究では hemA, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemN過剰発現株を、ALAを
添加した培地で培養した時に ProtoporphyrinⅨの蓄積量が増大することがわかった。 
 
 そこで本研究ではまず hemB, hemC, hemD過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE過
剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, 
hemF, hemN過剰発現株の４株について調べた結果、hemB, hemC, hemD, hemE, hemF
過剰発現株, hemB, hemC, hemD, hemE, hemF, hemN過剰発現株で、ProtoporphyrinⅨ
の蓄積量が増大することがわかった。 
 











 hemF, hemN 遺伝子がコードしている CoproporphyrinogenⅢ oxidase の基質である
CoproporphyrinogenⅢやそれより上流の中間体については、たとえばUropoorphyrinogen
Ⅲが Siroheme などの前駆体として使用されたり、UroporphyrinⅢに変化する可能性があ
るので、hemB, hemE遺伝子の過剰発現は必ずしも ProtoporphyrinⅨや Hemeの蓄積には










Fig. 9 ヘム及びヘム関連物質の合成経路 




② hemX, hemY遺伝子の機能解析 
 




 また hemE, hemYまたは hemE, hemX, hemY高温感受性欠失株では、hemE高温感受
性欠失株に比べて水層の Uroporphyrin 量が少ないことがわかり、これまでに hemX また






 １つ目は、hemY遺伝子が、たとえば hemCまたは hemD遺伝子と重複する機能を持っ














 これらの可能性についてさらに調べるには、例えば水層のUroporphyrinの同定や hemX, 
hemD, または hemC遺伝子の欠失株の作製と解析などが重要になると考えられる。
UroporohyrinogenⅢはヘム合成経路の中間体であると同時に、Siroheme合成経路の中間




Fig. 10 hemXまたは hemY遺伝子の機能についての可能性 
A: hemY遺伝子が、hemCまたは hemD遺伝子と重複する機能を持っている可能性 






⊿tolC MG1655 ⊿tolC::Ge 
mF2 MG1655 ⊿tolC::Ge/mF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD(Tc) 
mF3 MG1655 ⊿tolC::Ge/mF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD,pBADhemE(Tc) 
mF4 MG1655 ⊿tolC::Ge/mF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD,pBADhemE,pBADhemF(Tc) 
hemN-mF2 MG1655 ⊿tolC::Ge/pBADhemN/mF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD(Tc) 
hemN-mF3 MG1655 ⊿tolC::Ge/pBADhemN/mF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD,pBADhemE(Tc) 
hemN-mF4 MG1655 ⊿tolC::Ge/pBADhemNmF-pBADhemB,pBADhemC,pBADhemD,pBADhemE,pBADhemF(Tc) 
⊿hemY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemY(Sm) 
⊿hemXY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemXY(Sm) 
⊿hemB MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemB::Cm/mFts-hemB+(Ap) 
⊿hemBY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemB::Cm/mFts-hemB+(Ap)/⊿hemY::Sm 
⊿hemBXY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemB::Cm/mFts-hemB+(Ap)/⊿hemXY::Sm 
⊿hemE MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemE::Tc/mFts-hemE+(Km) 
⊿hemEY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemE::Tc/mFts-hemE+(Km)/⊿hemY::Ap 
⊿hemEXY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemE::Tc/mFts-hemE+(Km)/⊿hemXY::Ap 
⊿hemFN MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemF::Cm/⊿hemN::Tc/mFts-hemN+(Km) 
⊿hemFNY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemF::Cm/⊿hemN::Tc/mFts-hemN+(Km)/⊿hemY::Ap 
⊿hemFNXY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemF::Cm/⊿hemN::Tc/mFts-hemN+(Km)/⊿hemXY::Ap 
⊿hemG MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemG::Cm/mFts-hemG+(Km) 
⊿hemGY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemG::Cm/mFts-hemG+(Km)/⊿hemY::Ap 
⊿hemGXY MG1655 ⊿tolC::Ge/⊿hemG::Cm/mFts-hemG+(Km)/⊿hemXY::Ap 
 
＜培地＞ 
液体培地、寒天培地ともに Antibiotic Medim 3を用いた。 
また、一部の実験作業において、LB培地を用いた。 
 
Antibiotic Medium3 培地(1L) 




Triptone(Bectone Dickinton)    10g 
Yeast Extract                   5g 





(Cm):17µg/ml, カナマイシン(Km):50µg/ml, テトラサイクリン(Tc):5µg/ml  
 
(P1 transduction) 
2ml の LB 培地で対応する抗生物質を入れた LB 培地で菌を培養しておき pre-culture
を作っておく。当日は Ca-cultureを作成した。組成は P1 preparationと同じ組成であ
る。培養終了後、Ca-cultureを 200µl入れ、P1ファージを 1µl入れた。その後 voltex
し、37℃で 20 分培養した。培養中に LB:クエン酸 Na=9:1 の溶液を作成する。培養後
は室温で 10000rpm、1分遠心を行った。上清を可能な限り取り除き、作成しておいた




2ml の LB 培地で対応する抗生物質を入れた LB 培地で菌を培養しておき pre-culture
を作っておく。また、坂口フラスコ内に LB 培地を 200ml 作成しておく。当日は前培
養しておいた菌株を坂口フラスコに入れ、対応する抗生物質も加えて培養を開始する。
1655red株の時は IPTGをこの時に 20mg加える。およそ 1。5時間を目安に 37℃で振
盪培養した。培養している間に 1 サンプルごとに 8 枚の対応する抗生物質を加えた P
寒天培地を作成した。培養が終わったら氷水で坂口フラスコを冷やし、十分冷えたら遠




ールを 10ml 入れて菌体をやさしく混ぜる。その後グリセロールを 10ml 入れて再度
3000rpm、10分、4℃で遠心する。グリセロールを吸い取る→遠心の作業を 2回繰り返
す。最後の遠心が終わったらグリセロールを 1 サンプルあたり 40µl 残して吸い取る。
残ったグリセロールと菌体をしっかり懸濁し、その後導入する DNA断片やプラスミド





Triptone(Bectone Dickinton)       10g 
Yeast Extract                     5g 
NaCl                            10g 
KCl             2.5mM 
MgCl2                        10mM 
MgSO4                       10mM    




pre-culture として 2ml の液体培地(Difco)に菌を植え付け 37℃、130rpm で 18 時間ほ
ど暗室下で振盪培養させる。次の日、300ml の三角フラスコに 50mlの P培地を加え、
そこに 10%arabinose(和光)を 0。02%になるように加え、最終濃度 0。04％になるよう
に ALAを加えた。pre-cultureは元の 250倍の薄さになるように加えた。 
その後アルミホイルで蓋をして 37℃の暗室下で 24 時間、130rpm で振盪培養させた。 
②高温感受性機能欠損株 
pre-culture として 2ml の液体培地(Difco)に菌を植え付け 30℃、130rpm で 18 時間ほ
ど暗室下で振盪培養させる。この時、高温感受性機能欠損株を補完するプラスミドが持
つ抗生物質耐性と対応する抗生物質を加える。次の日、300mlの三角フラスコに 50ml
の P培地を加える。最終濃度 0。04％になるように ALAを加えた。pre-cultureは元の
250倍の薄さになるように加えた。 




清は、 酢酸エチル:氷酢酸＝3:1の溶液を 10ml加えて voltexし、30分間氷上で色素抽
出を行った。沈殿物は冷却水 20ml と酢酸エチル:氷酢酸＝3:1 の溶液を 10ml 加えて
voltexし、上清と同様 30分間氷上で色素抽出を行った。その後 7200rpm、4℃、10分
で再び遠心し、有機層を小試験管に回収する。回収した有機層を 1ml の冷却水で洗浄
し 3M酢酸を 1ml加え、voltex後塩酸を回収する。 塩酸層に析出した色素の内、100µl
を HPLCのバイアルに入れてセットし、測定を行った。 
また、冷却水で洗浄した際、水溶性の物質に色素が析出している場合があったため、そ




今回使用した HPLC は SHIMADZU の LCsolution という機種であり、カラムは高性
能充てんカラム Shim-pack VP-ODS(粒子径:5µm)を使用している。 
HPLC の設定は、A 液に 1M 酢酸アンモニウム pH5。1:アセトニトリル=9:1 の溶液を
使用し、B液にメタノール:酢酸=10:1の溶液を使用した。 
励起波長は 405nm、蛍光波長は 596nm で設定し、溶液 A100％から、溶液 B100％へ
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